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論文内容要旨
 第1章序論
 時間分解EPR(cw-TREPR)法は,反応中間体の観測に対し非常に有効な方法であり,これまで多くの
 光化学反応に適用されてきた。ポルフィリンーキノン系の光誘起電子移動反応の研究は代表的な研究例の
 ひとつでCIDEP(chemicallyinduceddynamiceiectronpolarization)によるスピン分極を利用するこ
 とによって,反応中間体の同定,励起三重項状態に関する情報,ラジカルおよびラジカル対などのダイナ
 ミクスが明らかにされている。しかしこの方法は,時間分解能,感度に関しては充分とは言えなかった。
 近年EPRの分野においてもパルス法が導入され,時間分解能,感度が飛躍的に向上し,様々な光化学
 反応への応用が可能になった。しかし,パルス・フーリエ変換(FT一)EPRについても,装置や測定法に関
 して多くの検討すべき点がある。そこで本研究では,光化学反応の研究を目的としたFT-EPR装置の試作
 を行い,装置の基本的な性能について検討した。
 一方,生体内化学反応においてタンパクが重要な役割を果たすことはよく知られている。なかでも,生
 体内酸化還元系で重要な役割を担っているヘム蛋白質の研究は数多くなされいる。最大の関心事は電子移
 動経路,電子移動に伴う構造変化,ドナー,アクセプター聞の距離依存性等にある。亜鉛ミオグロビン
 (ZnMb)はそれらの研究で取り扱われているモデル化合物のひとつで,過渡吸収,発光等による速度論的
 立場からのアプローチがなされてきた。
 本研究では,パルスEPR法を用いてZnMbの光誘起電子移動反応の中間体を同定し,そのダイナミクス
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 を解析してタンパクの効果に関する知見を得ることを目的とする。この系はEPR信号強度が小さく時間
 分解EPR法では観測が困難であり,高感度のパルスFT-EPR法の適用が必要である。ZnMb系でEPRス
 ペクトルとその時間変化を観測し,それらを水溶性ポルフィリン系の結果と比較することによってタンパ
 クの効果を議論した。
 第2章基礎理論
 パルスEPR法の原理とその特徴,パルスEPR法に付随して用いられる様々な手法について述べた。ま
 た,本研究の議論で必要な電子スピン分極機構の基礎理論について述べた。
 第3章パルス・フーり工変換EPR装置の試作
 これまで当研究室で用いてきたXバンド電子スピンエコー測定用パルスEPR装置を,光化学反応の研究
 を目的としたFT-EPR装置に改良した。マイクロ波パルスの位相操作,マイクロ波発信器の発信周波数の
 安定化,パルスEPRとレーザーの同期に重点を置き,以下のものを試作した。
 (1)4位相パルスマイクロ波移相器
 (2)8～10GHz広帯域PLL(phaselockedloop)周波数安定化装置
 (3)レーザーパルス同期用トリガー信号のドライバー・レシーバー
 さらに,光照射測定用共振器等の試作も行い,電子スピンエコー用パルスEPR装置を光化学研究用の
 時間分解FT-EPR装置として稼動させることを可能にした。
 第4章亜鉛ミオグ鶯ビンの光誘起電子移動反応への応用
 天然のミオグロビンは,その配合団として鉄プロトポルフィリン(FePP)を含む。本研究で用いた亜鉛
 ミオグロビン(ZnMb)とは,このFePPを亜鉛プロトポルフィリン(ZnPP)に置換したものである。
 本研究では,ZnMbと1,4-p一ベンゾキノン(BQ),水溶性ポルフィリンの亜鉛テトラフェニルポルフィリ
 ンテトラスルホン酸(ZnTPPS)とBQとの光誘起電子移動反応にFT-EPR法を適用した。また,反応開始
 励起状態の情報を得るために時間分解EPRを用いて励起三重項状態の研究も行った。結果と結論を以下
 に列挙する。
 (1)時間分解EPRによるZnMbの励起三重項状態の研究から,ゼロ磁場分裂定数,三重項副準位への項間
 交差速度の相対値を得た。その結果,励起一重項からの項間交差は,最低準位のTz準位に選択的に起
 こることがわかった。
 (2)ZnMb-BQ系に対し,電子スピンエコー(ESE)一FT-EPR法を適用し,反応中間体の観測を試みた。
 その結果,ZnPP+ラジカルとBQ『ラジカルに帰属できる2っの反応中間体の同時観測に成功し,ミオ
 グロビン内のZnPPからBQへの電子移動反応の直接的な証拠を得た。
 (3)自由誘導減衰(FID)JT-EPR法を用い,レ～ザーパルスに対しマイクロ波パルスの遅延時間を変化
 させ,スペクトルの時間変化を観測した。早い時間領域で三重項機構に帰属される吸収型の信号が観測
 されたことから,反応はZnMbの励起三重項状態から起こることがわかった。
 (4)FID-FT-EPR法によって得られた信号強度の時間変化を理論曲線でフィッティングすることにより,
 反応の速度定数,ZnMbの励起三重項状態のスピン格子緩和時間(T]T),BQ一ラジカルのスピン格子緩
 和時間(TIR)とそれらのBQ濃度依存性を調べた。また,三重項機構,ラジカル対機構の分極の大きさ
 を求めた。
 (4-1)反応速度定数
 反応の速度定数(ん,,)はBQ濃度に比例し,その傾きから擬一次反応速度定数(6.0±L5)×108M-1s-1を
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 得た。この値は,フラッシュホトリシスの結果と良い一致を示した。反応速度をZnTPPS系と比較する
 と,ZnTPPS系の方が10倍程度速かった。この差はタンパクが溶けていることによる粘性の変化,反応の
 自由エネルギー差からは説明できなかった。またZnMb系の反応速度にイオン強度依存性が見られなかっ
 たことから,電荷分離が反応の律速ではないことがわかった。さらにZnTPPS系の反応速度定数(ん,,)は,
 BQ濃度に対し飽和現象を示したことから,ZnMb系とZnTPPS系では反応の律速が異なると結論した。
 これらの結果から,タンパクが反応に関与していることが示唆された。
 (ゆ2)励起三重項状態のスピン格子緩和時間(TIT)
 ZnMb,ZnTPPSのTITは,ともにBQの濃度に依存せず,それぞれ約130ns,約50nsとほぼ一定の値を
 示した。それらの結果を理論値と比較すると,ZnMbでは1/25,ZnTPPSでは1/4だった。ZnTPPS
 と比較して,ZnMbの実測値と理論値の差が大きいことから,ZnMbにはZnPPの局所的な回転による緩
 和等が存在することが示唆された。
 (4-3)BQ皿ラジカルのスピン格子緩和時間(TIR)
 ZnMb系のT、Rは,BQの濃度が低いとZ11TPPS系の値より4倍程度大きく,濃度が濃くなると同程度の
 値に近づいた。これは,ZnMb系のBQ一ラジカルは,フリーの状態とタンパクに束縛されている状態の平
 衡にあり,BQ濃度が高くなるとさらに一部が解離するというモデルで説明された。これは,両系のBQ一
 ラジカルのEPR信号の線幅の濃度依存性からも支持された。また,両系でBQ一ラジカル線幅の時間依存
 性が見られなかったことから,BQはタンパク内部に入り込んで反応するというよりはむしろ,タンパク
 の外側で反応してBQ一ラジカルとなり,その一部はタンパクと会合すると結論した。
 (ゆ4)分極の大きさ
 ラジカル対機構の分極の大きさは,ZnTPPS系の方がZnMb系の1.5倍程度大きく,理論から予測され
 る方向と逆であった。これは,タンパクの存在によって,BQ一ラジカルが有効に分極を生成する距離に近
 づけないことを示唆する。
 第5章総括
 ZnMbの光誘起電子移動反応において,初めてカチオンとアニオンの2っの反応中間体を同時に観測し,
 電子移動がZnMb内部のZnPPからBQへ起こっているという直接的な証拠を得た。また,ZnTPPS-BQ系
 との比較から,反応速度,スピン格子緩和時間,分極の大きさなどにタンパクによる束縛の効果があるこ
 とがわかった。これらの結果は,BQはタンパク内に入り込んで反応するのではなく,タンパクの外側の
 ある限られた部分に接近してZnMb内部のZnPPから電子を受け取ることを示している。さらに三重項機
 構,ラジカル対機構の分極の大きさを独立に評価し,モデルの妥当性,ならびにその有効性を示した。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文の目的は,ミオグロビンの光誘起電子移動反応において,1)反応の中間体を観測して同定する
 こと,2)反応のダイナミクスを明らかにすること,3)反応に及ぼすタンパクの効果を解明することで
 あり,これらをパルス電子スピン共鳴(EPR)法を用いて行なった。
 EPR法は元来常磁性種の構造決定に絶対的な強みを持ち,ラジカル及び金属錯体の電子構造などの解
 明に用いられてきたが,この方法は感度と時間分解能に大きな弱点があり,微量試料の時間分解測定には
 大きな障害があった。そこで本研究では,これらの弱点をカバーするためのEPR装置の整備を第一の仕
 事とした。パルス法は,NMRで証明されているように,感度に関して連続(CW)法を一桁程度上回って
 いる。ここでは,既存のスピンエコー装置の光化学反応研究用フーリエ変換(FT)EPR装置への改良を行っ
 た。特に,マイクロ波パルスの位相操作,発振器の安定化,レーザーとの同期などの部分に着目して,以
 下の製作を行った。
 (1)4位相パルスマイクロ波移相器
 (2)広帯域周波数安定化装置
 (3)レーザー同期用ドライバー㊥レシーバー
 本研究では,馬心筋ミオグロビンの亜鉛プロトポルフィリンによる再構成を行い,これを測定用の試料
 とした。タンパクの効果を解明するために,水溶液中の亜鉛テトラフェニルポルフィリンテトラスルホン
 酸を用いた実験を行い,参照系とした。電子受容体は,1,4一ベンゾキノンとした。
 これらの系においてパルスEPR法によりポルフィリンのカチオンとキノンのアニオンの信号が観測・
 同定され,光誘起電子移動の存在が本方法により初めて直接的に確認された。さらに,キノンアニオンの
 パルスEPR信号の分極と時間変化などから,以下の結論が得られた。
 (1)ベンゾキノンはタンパク内に入り込んで反応するのではなく,外側の正電荷の存在する部分に接近
 して存在し,ミオグロビン内部のポルフィリン部分から電子を受け取る。
 (2)反応速度,ポルフィリン三重項およびキノンアニオンのスピン格子緩和時間,スピン分極の大きさ
 などに,明らかなタンパクの効果が見られた。
 (3)速度定数から2っのスピン分極機構の分極の大きさを評価して,モデルの妥当性と有効性を明らか
 にした。
 以上のように本論文は,提出者が自立して研究活動を行うに必要とされる高度な研究能力と学識を
 有することを示している。よって,佐藤理恵提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認め
 る。
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